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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft neuarttge Fotmulierungen von Puffern zur Isolierung, Reinigqjog und 
, Ruckgewinnung von lang- und kurzkettigen No&leinsauren. 
Die Anwendungsgebiete des Verfahrens sind alle mit NuMeinsaufe-Isolierungen sich 
beschaftigenden Laboratories wie forensische Medizin, Lebensmitteldiagnostik, raedizinische 
M m Diagnostic Molekularbiologie, Biochemie* Gentechnik und alle anderen angrenzenden Gebiete, 

Unter klassischen Bedingungen erfolgt die Isolierung von DNA aus Zellen und Geweben dadurch, 
dass die Ausgangsmaterialien unter stark . denaturierenden und reduzierenden Bedingungen, 
teilweise auch. unter Verwendung yon proteinabbauenden Enzymen aufgeschlossen, die 
austretenden Nukleinsaurefiaktionen fiber Phehol-/(^orofbrra-ExtraMonsschritte gereinigt und 
die NukleiiMuren raittefc Dialyse oder Ethanolprazipitation aus der wSMgen Phase gewonnen 
werden (Sambrook, J., Fritsch, E.F. und Maniatis, T., 1989, CSH, "Molecular Cloning" ). 

Diese "klassischen Verfahren" zur Isolierung von Nukleinsauren aus Zellen und besonders aus 
Geweben sind sehr zeitaufwendig (teilweise laager als 48 h ), erfordem einen erheblichen 
apparativen Aufwand und sind dartiber hinaus auch nicht unter Feldbedingungen realisierbar. 

• AuBeidem sind solche Methoden auf Grund der verwendeten Chenukalieri wie Phenol und 
Chloroform in einem nicht geringen Mafle gesimdheitsgefahrdend. 

Verschiedene alternative Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren aus unterschiedlichen 
biologischen Ausgangsmaterialien ennoglichen, die aufwendige und gesundheitsschadigende 
Phenol-ZCWoroform-Extraktion von Nukleinsauren zu umgehen sowie eine Reduzierung der 
zeitlichen Aufwendungen zu errejchen. 
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Alle die$e Verfahren basieren auf einer von Vogelstein und Gillespie (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
1979, 76, 615-619) entwickelten und ersttnals beschriebenen Methode zur praparativen und 
analytischen Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen. Die Methode kombiniert die 
Auflosung der die zu isolierende DNA- Bande enmaltende Agarose in einer gesattigten LSsung 
eines chaotropen Salzes (NaJ) mit einer Bindung der DNA an Glaspartikel. Die an die Glaspartikel 
fixierte DNA wird anschlieflend nut einer Waschlosung (20 mM Tris HC1 [pH 7,2]; 200mM NaCl; 
2 mM EDTA; 50% v/v Ethanol) gewaschen und absclilieBend von den Tragerpartikeln abgelost. 

Diese Methode erfuhr bis heute eine Reihe von Modifikationen und wird ziim gegenwartigen 
Zeitpunkt fur unterscbiedUche Verfahren der Extraktion und Reinigung von NuHeinsauren aus 
unterscbiedlichen Herkunften angewendet (Marko, MA, Chipperfield, R und Bimboim, H.G., 
1982, Anal. Biochera., 121, 382-387). 

larflber hinaus existieren heute weltweit auch eine Vielzahl von Reagenziensystemen vor allem zur 
Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen und far die Isolierung von Plasmid DNA aus 
bakteriellen Lysaten, aber auch fur die Isolierung von langerkettigen Nukleinsauren (genomische 
DNA zelluiare Gesarat- RNS) aus Blut, Geweben oder auch Zellkulturen. 

Alle diese kommerzieU verffigbaren Kits basieren auf dem iunlanglich bekannten Prinzip der 
Bindung von Nukleinsauren an mineralische Trager unter Anwesenheit von LOsungen, 
unterschiedlicber chaotroper Salze und verwenden als TragennateriaUen Suspensions 
feingemablener Glaspulver (z.B. Glasmilk , BIO 101, La Jolla, CA), Diatomenerden (Fa.Sigma) 
pder auch .Silicagele. (piagen, DE 41 39 664 Al). 

one Vielzahl unterechiedlicher Anwendungen praktikables Verfahren zur IsoUerung von 
■yP^ einsauren in US 5 ^34,809 (Boom) dargestellt. Dort ist ein Verfahren zur Isolierung von 
^Nukleinsauren aus nukleinsaurehaltigen Ausgangsmaterialien durch die mkubatoon des 
. Ausgangsmaterials mit einem chaotropen Puffer und einer DNA-bindenden festen Phase 
beschrieben. Die chaotropen Puffer realisieren sowohl die Lyse des Ausgangsmaterials wie auch 
die Bindung der Nukleinsauren an die feste Phase. Das Verfahren ist gut geeignet , um 
Nukleinsauren aus kleinen Probenmengen zu isolieren und findet speziell im Bereich der Isolierung 
viraler Nukleinsauren seine praktische Anwendung. 
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Entscheidende Nachteile des Verfahrens bestehen aber u.a, darin, dass der durch die chaotropen 
. Puffer realisierte Aufechluss nicht fur alle Materialien einsetzbar ist bzw, auch fur groflere Mengen 
an Ausgangsraaterialien nur extrem ineffizient und u&ter einem groBen Zeitaufwand realisiert 
werden kann.T>ariiber biixaus sind mechaniscbe Homogenisiefungsverfahren notwendig, wenn zJ3. 
DNA aus Gewebeproben isoliert warden soil. Weiterhin mussen fiir verschiedene Fragestelhmgen 
» auch ixnmer verschieden hohe Konzentrationen unterschiedlicher cbaotroper Puffer eingesetzt 

werden. Das Verfahren ist damit in keiner Weise imiversell einsetzbar. 

Das physiko-chemische Prinzip der nach dem bekaflnteii Stand der Technik heute eingesetzten und 
kommemell verfugbaren Systexae zur Isolierung von Nukleinsauren auf der Basis der Bindung von 
Nukleinsauren an die Oberflachen mineralischer Trager soli dabei in der StGrung iibergeordneter 
Strukturen des wasserigen Millieus bestehen, durch welche die Nukleinsauren an der Oberflache 
7^MB%? n mineralischen Materialien, insbesondere von Glas-bzw. Silicapartikeln adsoirbieren/ Die 
.^^PtOrung der tibergeordneten Strakturen des wasserigen Millieus erfolgt dabei immer unter 
Anwesenheit cbaotroper Ionexx und ist bei hohen Konzentrationen dieser fast quantitativ. Auf dieser 
beschriebenenen physikoH?heraischen Basis enthalten alle koiouneizieU verfiigbaren Systeme zur 
Isolierung von Nukleinsauren Pufferkompositionen mit hohen lonenstarken chaolroper Salze, fur 
die Bindung von Nukleinsauren an eine Nukleinsaxiren-bindende feste Phase. 

Spezifische Modifikationen dieser Verfahren betrefifen den Einsatz von spezifischen 
• TrSgetaiaterialien, welche far bestimmte Fragestellungen applikative Vorteile zeigen (Invitek 
GmbH WO 95/34569), die jedoch die gleichen Nachteile aufWeisen. 



^^NuWeijj! 
fl Bsmeins 
^^Konzent 



All den beschriebenen Verfahren zur Isolienmg von Nukleinsauren fiber die Bindung der 
Nukleinsauren an mineralische feste Phase unter Verwendung chaolroper Salzlosungen ist 
iam, dass fiir die Bindung der Nukleinsauren an die verwendeten Tragexmateriaben hohe 
lonzenixationen eingesetzt werden mussen. Dabei sind gerade chaotrope Salze (z.B. 
Guanidinisothiocyanat, Giiandinhydrocblorid, Natriumperchlorat oder Natriumjodid) hochtojdsch 
wirksame Substanzen. Die Verwendung findenden Puffersysteme mit senr hohen- lonenstarken 
bewirken ofimals ein Verschleppen von Salzkbntaminationen in die zu isolierenden Nukleinsauren 
und sind oftmals die Ursache dafur, dass eine Refine von down-stream-Applikationen (PCR, 
Restriktionsverdau, Hybridisierungen, Ligationen) nicht oder nur teilweise realisierbar sind. 
Daruber binaus besteht behn Umgang mit. chaotropen Puffern ein erhebUohes gesuudheMicbes 
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Risko (insbesondere bei Langzeitanwendungeh ) sowie eine erhebliche Umweltbelastung durch.in 
Abwasser eingebrachte Schadstofflasten. 

hx dor Patentschrift DE 198 56 064 wird zum erstemnal ein neuaxtiges Verfahren zur Isolierung von 
Nukleinsauren beschrieben. Dabei erfolgt erstmals die Bindung der zu isolierenden Nukleins&uren 
an mineralische Tiager bhne die Verwendung der bisher dazu bendtigten chaotropen Salze hoher 
Ionenstarken. Das Verfahren basiert (wie auch die chaotropen: Verfahren) auf der Lyse des 
Ausgangsmaterials, der Bindung der Nukleinsaure an ein mineralisches Tragermaterial, dem 
nachfolgenden Waschen der gebundenen Nukleinsauren mit emanolhaltigen Waschpuffem, der 
Etbanolentfernung und der finalen Elution der Nukleinsauren mit einem Elutionspuffer geringer 
Ionenstarke bzw. Wasser. 

Fur spezielle Protokolle zM. der Isolierung von PCR-Fragmenten aus Amplifikationsansatzen wird 
ler ^yseschritt nicht benotigt Der PCR-Reaktionsansatz wird mit einem notwendigen 
mdungspuffer versetzt und mit dem mineralischen Tragermaterial inkubiert AnschheBend erfolgt 
wieder ein Waschen mit einem ethanolhaltigen Waschpuffer, nachfolgend die Ethanolentfernung 
und final die Elution der gebundenen Nukleinsaure vom Tragermaterial. 

DaB Verfahren ohne die Verwendung chaotroper Puffer deutUche Vorteile besitzen, zeigt sich 
daran, dass nach der Erstbeschreibuug weitere Patentschriften auch die potenziellen Vorteile dieser 
neuen Bradungschemie beschreiben (z.B. DE 100 33 991). 

Interessanterweise zeigt sich, dass alle weltweit kommerziell verfugbaren System zur Isolierung 
von Nukleinsauren basierend auf der Bindung der Nukleinsauren an mineralische Tragermaterialien 
(Magnetpartikel, Membranen, Carrier-Suspensionen u.a.) prinzipiell nach dem beschriebenen 
Verfahren arbeiten. Seit der Ersmeschreibung durch Vogelstein und Gillespie werden die 
gebundenen Nukleinsauren immer mit Alkohol oder acetonhaltigen Salzlosungen gewaschen, Die 
'aschschritte sind . essemieller Bestandteil der Extrakuonsprotokolle und dienen 'neben der 
itferaung von gebundenen unerwunschtei; inhibitorischen Stoffen immer auch der notwendigen 
Entfemung der fur die Bindung der NuMeinsauren notwendigen Salze. 



Die Verwendung von Alkohol oder acetonhaltigem Waschpuffer bedeutet aber immer einen ganz 
erheblichen und bisher nicht gelSsten NachteU. Es ist bekannt, das selbst Spuren von Alkohol in der 
finalen Nukleinsaure dowustream-Applikationen ganz erheblich beeintrachtigen kann. Deahalb ist 
es immer noiwendig, einen Ethanolentfemungsschritt im eigenthchen Verfahren zur Isolierung 
oder Aufreinigung von Nukleinsauren zu integrieren. 
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Dieser ist immer problematisch bei der Verwendung magnetischer Partikel .oder partikularer 
Carrier-Suspensionen, beansprucht einen erheblichen zeitlichen Aufwand mid karm zu einem 
irreversible Verlust der Nukleinsaure ftihren, vor allem bei der Obeitrocknung der Carrier- 
Materialien. 

Besonders problematisch ist der Schritt der Entfernung von Restalkohl bei Applikationen zur 
Isolierung von Nukleinsauren im Hochduichsatzbereich. 

Tm Allgemeinen werden bis zu 30 mill benfltigt, urn Membranen in Filterplatten oder magnetische 
Partikel im Rahmen von automatisierten NuMeinsaure-Reinigungw^ vom Restalkohol zu 

befreien. 

Daruber binaus sind auch. die eigentlichen Waschschritte mit alkoholischen Waschpuffern gerade 
im Hochdurchsatzbereich zeitaufwendig und natbrlich auch kostenintensiv. 

'us diesen Nachteilen des bisherigen Standes leitet sich die Aufgabe ab, den Einsatz alkoholischer 
Komponenten zu vernieiden und, damit eine erhebliche Verkfirzung der Isolierungs- und 
Reinigungsverfahren zu erreichen. 

Die Erfindung wird gemaG den Anspriichenrealisiert 

Basierend ai*f der Verwendung nichtchaotroper PufTerformulierungen, wie in der Patentschrift 

DE 198 56 064 schon aufgefBhrt, zeigt sich, dass fur die Bindung zu isolierender Nukleinsauren nur 

unerwartet geringe Konzentrationen notwendig sind. 



Der Kernpunkt der Erfindung liegt im gleichzeitigen Einsatz von mono- und von multi-, bevorzugt 
divalenten Kationen flir die Bindung der Nukleinsauren an die feste Phase. » 



monovalents Kationen werden bevorzugt Na + , K + und NH/ in Form der entsprechenden Salze 
eingesetzt. Als divalente Kationen werden bevorzugt Mg 2 *, Ca 2+ , Zn 2+ und Mn 2+ in Form der 
entsprechenden Salze eingesetzt. Eine besonders bevorzugte AusfQhrungsform ist der kombinierte 
Einsatz vomNa+undMg 2 *, 

Pie mono- und multi-, bevorzugt divalenten Kationen kennen gemaC der Erfindung in den 
unterschiedlichsten Mengenverhaltnissen eingesetzt werden. Der Erfolg tritt im breiten Bereich von 
mono-:divaleriten Kationen im molaren Veribialtnis von 9:1 bis 1:9 ein. Bevorzugt sind 
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Kombinationen von 7:3 bis 3:7 und 6:4 bis 4:6, besonders bevorzugt ist diie AusflJhrungsform mit 
gleicheu (1:1) bzw, nahezu gleichen molaren Mengen von mono- und divalenten Kationen. 

Die Gesamt-Kationenkonzentration in der Losung vor der Bindung an die feste Phase ist bevorzugt 
<0,5ML 

Wenn die Nukleinsauren in einer Losung voriiegen, die bereits mono- oder divaiente Kationen 
enthalt, z, B* nach einer vonpgegangenen Lyse unterschiedlichster Ausgangsmaterialien, dann wird 
die vorhandene Menge der Kationen bei der Einstellung der gemaB der Brfindung optimalen 
Kationenkonzentration berficksichtigt Wenn also der LysepufEbr divaiente Kationen enthalt, die 
nach der Lyse in der Losung enthalten sind, wird nur noch die benotigte Menge monovalenter 
Kationen zugesetzt (und nmgekehrt). 

in besonders wichtiges Merkmal der Erfindung ist auch, dass ' die gemafl der Erfindung 
deten Waschpuffer keine . alkoholische Komponente enthalten, wie bei alien anderen 
Verfahren des Standes der Teohnik- 

Uberraschend ist dabei, dass bei der Kombination von Salzen eines monovalenten mit einem 
multivalenten Kation die ftte eine Bindung notwendigen Konzentrationen in einem Bereich liegen, 
in den Pufferformulierungen bestehend nur aus Jewells einem Salz nicht mehr fur die Bindung 
ausreichend sind- So ermfiglicht die Kombination von Magnesiumchlorid und Nattiumcfclorid noch 
bei Mengen von weniger alsjeweils 5 mM jeweils die Bindung von Niikleinsaiiren eines weiteren 
GroBenspektrums (Beispiel 1). Die Verwendnng der Mischung von Salzen monovalenter mit 
multivalenten Kationen als Bestandteile von Bindungspuffem fur die Bindung von Nukleinsauren 
an mineralische Tiager ist bisher noch nicht beschrieben. Das ilberraschende Ergebnis ennoglicht 
mmmehr eine vGllig neue Strategie zur Isolierung und Aufreinigung von Nukleinsauren aus 
Lomplexen Ausgangsproben. Da iibetraschenderweise nur noch extrem geringe 
alzkonzentrationen in Bindungspuffern notwendig sind, wird es moglich, Nukleinsauren aus 
komplexen Proben oder aus Losungeri, welche eine Vielzahl an zu entfemenden Stoffen enthalten, 
mit neuartigen Waschpuffern ohne das bisher notwendige Ethanol bzw. auch ganzlich ohne einen 
Waschschritt zu isolieren. 

Dies hat enorme Vorteile ffir die Isolierung von Nukleinsauren und 15st die geschilderten Probleme 
der Verwendung von- alkoholhaltigen- Waschpuffern insbesondere bei automatisierten 
Hochdurchsatzanwendungen isx idealster Weise. So ennoglicht die Verwendung der 
erfindungsgemaBen Pufferformulierungen z.B. die Aufreinigung von PCR-Produkten aus einem 
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kotnplexea PCR-Reaktionsansatz ffir eine nachfolgende empfindliche Sequeimemngsreaktion und 
ohne einen einzigen • Waschschritt in Form einer automatisierten Applikation (Bindung der PCR- 
Produkte an die Filtermembran einer 96-Well-Platte) in weniger als 10 toicu.Bisherig©' Verfahren 
auf der Basis der Bindung der Nukleinsaure an eine feste Phase benStigen ca, 45 mm - lh. Dariiber 
hinaus ist der Verfahrensablauf nunmehr extrem einfach uitd beinhaltet lediglich das Mischen des 
PCR~Ansatzes mit einem der, erfindungsgemaBen Bindungspuffer, das Oberfuhren des Ansatzes auf 
die Filterplatte, das Durchsau'gen der LBsung und die nachfolgend Elution der PCR-Produkte 
mittels Wasser bzw. mittels einer 10 mM Trfs gepufierten wSssrigen Losung. Damit kGnnen PCR- 
Produkte extrem zeitspaiend, ungefahrlich und preiswert aufgereinigt werdeau Der Durchsatz kann 
dabeidramatisch erhoht warden (auch bei sinkendem apparativen Aufwand; z.B.wird kein Wasch- 
Tool mehr bei einem Roboter benotigt). Die Qualitat der aufgexeinigten PCR-Produkte ist sehr 
hoch, was sich an den sauberen Sequenzreaktionen zeigt (Beispiel 2). 



eiterhin zeigt sich uberraschender Weise, dass man Nukleinsauren auch aus komplexen 
biologischen Proben in exzellenter QuaUtiat urid Quantitat auch ohne Waschschritte oder mittels 
eines Waschpuffers ohne Alkohol isolieren kann. Die in der Offenlegungschrift DE 100 33 991 in 
einem Beispiel bescbriebene Jsolierung einerPlasmid DNA ohne einen Waschschritt erfolgte nicht 
aus dem zuvor hergestellten, geklarten Lysat. Die zu isolierende riasmid-DNA wurdc mittels 
bekaonter StandardverfoJbren erst in reiner Form hergestellt und diese Plasmid-DNA nochmals mit 
einem Puffer ii^kubiert, an eine feste Phase, gebunden und nachfolgeud nach der notwendigen 
Entfemung des Alkohols des Bindungspuffeocs wieder von der festen Phase abgelost. 



Mit der vorliegenden Erfindung ist es nunmehr mOglich, Plasmid-DNA direkt aus dem geklSrten 
Lysat aufeureinigen wobei wiederum kein Waschen mit einem alkohohaltigen Waschpuffer 
lotwendig ist bzw, die Isolxerung der Plasmid DNA auch ohne Waschschritt direkt nach der 
blgten Bindung an eine feste Phase erfolgen kann. Die Plasmid DNA ist dabei wiederum von 
^xzellenter Qualitat und Quantitat (Ausfiihrungsbeispiel 3). 



Die Erfindung gestattet es weiterhin, auch extrem schnell, preiswert und einfach genomische 
Nukleinsauren au$ komplexen biologischen Proben zu isolieren. So wird lediglich em 
Standardaufschlufl des Ausgangsmaterials mittels zJ3. eines klassischen! Protease K-Verdaus in 
einem dafOr kompatiblen Puffer durchgefuhrt, anschliefiend die lysierte Probe mit einem der 
etfindungsgemaflen nichtchaotropen Bindungspuffer versetzt und der Ansatz mit einer 
Nukleinsaure bindenden festen Phase inkubiert, ggf. mit einem nichtalkoholischen Waschpuffer 
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gewaschen (oder gg£ ohne einen Waschschritt) und nachfolgend die genomische Nukleinsaure 
mittels Wasser oder einer Tris-L6sung von der festen Phase isoliert Die Qualitat der isolierten 
DNA ist \>riederura sebr hoch, sie ist sofort fur weitere AppUkationen einsetzbar. 

Die vorliegende Erfindung enndglicht somit in universeller Form eine deutliche Vereinfachung von 
Verfahren zur Isolienrag von Niikleinsauren aus Komplexen die nukleinsaureenthaltenden Proben. 
Das Verfahren benotigt keine toxischen Chemikalien mebr, die eingesetzten Mengen an Salzen sind 
dramatisch reduziert, was zu einer deutlichen Umweltentlastung fuhrt, die Verfahren bendtigen 
weniger Verfahrensschritte und sind dadurch deutlich schneller als alle bisher verwendeten 
Techniken. Insbesondere im Hochdurchsatz stehen ;nunmebr preiswerte und extrem schnelle 
Verfahren zur Verf&gung. 

ie Erfindung wird nachfolgend. anhand von Ausftihrungsbeispielen erklart. 
ie Ausfuhrungsbeispiele sollen aber keine Limitierung der Erfindung darstellen. 
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AusfUhrangsbeisplele 
Beispiell: 

Aufirekuguxig eines Spektrums an DNA-Fragmenten aus einer wassrigen LQsung . Vergleich 
verschiedener Bindungspuffer hinsichtlicli der BindungsefEzieDZ. 

Puffer TH 1(5 mM NaCl; 5 mM MgClj/Tris HC1, Isopropanol) 
Puffer TH 2 (10 raM MgC^/Tris HC1, Isopropanol) 
Puffer TH 3 (10 mM NaCl /Tris HC1, Isopropanol) 

Der Puffer TH1 ist eine Kombination axis einem monovalenten und einem divalenten Salz bei einer 
Gesamtionenstarke von 10 mM. Die Puffer TH2 und TH3 enlhalten nur jeweils ein Salz (mit einem 

•lonovaienten Kation bzw. mit einem divalenten Ration) bei einer Gsamtionenstarke von 10 mM. 
30 fxl der jeweiligen PufFer wurden mit einer eine kommerzielle DNA-Leiter (Fa. FERMENTAS) 
enthaltenen wassrigen Lpsung von 50 jxl gemischt und der Ansatz atif eine Zratrifugationssaule mit 
einem GlasfaserflieB ubetfQhrt AnschKeBend wurde 1 min bei 10 000 rpm zentd&giert und die 
Zmtrifugationssaule in ein neues ReaktionsgeflLB uberfuhrt Die Elution der gebundenen Fragments 
erfolgt durch die Zugabe von 30 pi einer 10 mM Tris-HCl-Ldsung und nachfolgender Zentrifugation 
fur 1 min> Die Gesamtzeit der Isolierung der DNA-Fragmente befrug damit nur ca. 2 min- 
Die erhaltenen Eluate wurden anf ein l£ % Agarosegel anfgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. 
Wie in der elektropjxoretischen Darstellung deutlich zu sehsn ist, erfolgt eine effiziente Ruckgewiimung 
der DNA-Fragmente nur mit dem Kombinationspuffer. Die jeweils nur ein Salz enfftaltenen 
Bindungspuffer dagegen zeigen nur noch eine . sehr getinge Pindnngsvermittlung. 
(Abbildungl) . 
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Beispiel2: 

Aufreinigung von PCR-Produkten aus ehxem konrplexen PCR-Reaktionsansatz und nachfolgende 
Verwendung der aufgeremigten PCR-Produkte fur eine DNA-Sequenzierung. 

50 \d PCR-ReaJkftonsansatze wurden mit 130jil Bindungspuffer TH1 und TH4 (50 mM NaCl; 50 mM 
MgCl 2 /Tiis HQ, Isopropanol) versefzt, nachfolgend aufeine ZentrifiigafioBssaule mit GiasfeserflieB 
uberfiihrt, flir 1 Minute zentrifugiert und abschlieBend die DNA wieder mittels 10 mM Tris HQ von 
der Saule eliiierh Die isolierten PCR-Produkte wurden darm fur die Sequenzierung eingesetzt. Die 
Sequenzierui)g$ergebnisse belegen, dass ohne die Verwendung von bisher notwendigen Waschschritten 
alle st5r>enden Komporienten effizient entfetnt wurden und eine hochreine DNA vorliegt 
'Abbildungen2-5) 
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Beispiel3: " 

Isoliening von Plasmid DNA aus bakteriellen Lysaten. Vergleich der Reinheit der isolierten Plasmid 
DNA bei unterschiedlichen Waschbedingtmgen bzw. ohne einen Waschschritt. 

2 ml emer bakteriellen Cbernachtkultur (XL-1 mit Plasmid pGEM) wurden zenrrifugiert und das Pellet 
mit 200 ul Solution I (Tris, EDTA, Rnase A) resuspendiert. Danach erfolgte die Zugabe von 200 fil 
Solution H (SDS/NaOH). Die ReaktionsgefiLBe wurden mehrmals kurz vorsichtig geschuttelt 
Nachfolgend erfolgte die Zugabe 200 ul einer Solution m (250 mM MgCyTris HC1). Die 
Reaktionsgeafle wurden kurz und vorsichtig geschuttelt und fur 5 min bei Maximalgeschwindigkeit 
zenrifugiert Der geklarte Ob'erstand wurde mit 100 ul Isopropanol gemischt und auf eine 
Zentrifugationssaule mit einem Glasfaserfliefl gegeben und fur 1 min zenfcrifugiert. Nachfolgend 
|3) A fcwirden jeweila 3 Proben sofort mit 10 mM Tris versetzt (kein waschen), 3 Proben wurden mit 800 ul 
^ Pnes Wascupufiers ohne Alkohol (lOmM NaCl/lOmM MgCl/Tris HCl) versetzt und flir 1 min 
' zentrifugiert und nachfolgend die Plasmid-DNA mit 10 mM Tris-HCl von der Saule ehoiert und 3 
Proben wurden mit ?0%igem Ethanol gewaschen, nachfolgend der Ethanol entfemt und die Plasmid 
DNA wiederum dutch Zugabe von 10 mM Tris HCl eluiert 

Die nachfclgeade Tabelle illustriert die notwendige Piaparationszeit, die Qualitat und Quantitat der 
isoHerte Plasmid DNA. ' 



Probe 


Waschschritt 


Ratio 260:280 


Ausbeute 


PrSparationszett 


1 


Kein Waschen 


1,71 


12 ug 


8 min 


2 


Kein Waschen 


1,74 


15 ug 


8rnin 


3 


Kein Waschen 


1,81 


14 ug 


8 min . 


4 


Waschen ohne Alkohol 


1,82 


15 Ug 


10 min 


5 


Waschen ohne Alkohol 


1,81 


14 ug 


10 min '-' 


6 


Waschen ohne Alkohol 


1,84 


12ug 


10 min 


7 


Waschen mit Alkohol 


1,86 


14 ug 


16 min 


8 


Waschen mit Alkohol , 


1,92 


16 ug 


16 min 


9 


Waschen mit Alkohol 


1,89 


13 Ug 


16 min 



I 
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Patentanspliiche ' 



1. Verfahren zur Isoliemng von Nukleinsauren aus einer Losung durch Biudung an eine feste 
Phase, daduxch gekennzeichnet, dass man 

die Nukleins&ure enthaltende Lbsung mit Zusatzen so ^ einstellt, dass sie monovalente und 
multivalents Katioxien sowie einen Alkohol und ggf. weitere Zusatze entihalt, sie danach.mit der 
festen Phase in Kontakt bringt, den TrSger anschliefSend ggf. wascht und die Nukleinsaure von der 
festen Phase lost 

2. Verfahren nach Anspruch 1 
dadurch gekennzeichnet, dass 

als monovalente Salzkomponente Ammoniumchlorid, Natriximchlorid und/oder Kaliumchlorid 
yerwendet wircL 

. Verfehren nach Anspruch 1 
dadurch gekennzeichnet, dass 

als multivalents Salzkomponente Magnesiiimchlorid, Calciumchlorid, Zinkchlorid und/oder 
Manganchlorid, verwendet wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 
dadurch gekennzeichnet, dass 

als monovalente Salzkomponente Natriumchlorid und als multivalente Salzkomponente 
Magnesiumchlorid verwendet wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, 

dadurch gekennzeichnet, dass die monovalente und die' multivalente Salzkomponente im molaren 
Mengenverhaltnis 9: 1 bis 1 :9 verwendet werden- 

Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, . 
daduxch gekennzeichnet, dass die monovalente und die multivalente Salzkomponente im molaren 
Mengenverhaltnis 7:3 bis 3:7 verwendet werden 

7. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4 r 

dadurch gekennzeichnet, dass die monovalente uad die multivalente Salzkomponente im molaren 
Mengenverhaltnis 6:4 bis 4:6 verwendet werden. 
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8. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, 

dadurch geketmzeichnet; dass die tnonovalente und die multivalente Salzkomponbnte im molaren 
MengenverhiQtnis 1 : 1 bis nahezu 1 : 1 verwendet werden. 

9. Verfahren nach Ansprucji 1 bis 4, 

dadurch gekecoazeicbnet, dass die Salzkomponenten Natriumchlorid und Magnesiumchlorid fin 
molaren Verhaltnis 1:1 verwendet werden, 

10. Verfahren nach Anspruch 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, 

da$s die Endkonzentration der Salzkomponenten in der LSsung > SmMol betragt. 

11. Verfehren nach Anspruch 1. * 

dadurch. gekennzeichnet, dass als Alkohol Ethanol oder Isopropanol verwendet wird, 

VerfahreTi nach Anspruch 1 , 
^B^adurch gekennzeichnet, dass als weitere Ztisatze Tris-HCl oder Polyvinylpyxrolidon verwendet 
werden. 

1 3 . Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, dass ■ < 

als feste Phase alle Tr&germaterialien eingesetzt werden, die bei der Isolierung mit chaotropen 
Reagenzaen Anwendung finden. 

14. Verfehren nach Anspruch 13, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

als Tragermaterialien Glasfaservliese, Silicamembranen, oder Membranen, die funktionelle 
Gruppen tragen* die Glasfaservliesen oder Silicamembranen entsprechen, eingesetzt werden. 

J^) mr Tff k Verfahren nach Anspruch 13 und 14, 
^glP^lurch gekennzeichnet, dass 

als feste Phasen Suspensionen axis SiO* Aerosilen oder magnetisierten Silikapartikeln eingesetzt 
werden,. 

16. Verfahren nach Anspruch 1 > dadurch gekennzeichnet, dass 

als Waschpuffer LSsungen von monovalenten und multivalenten Salzkomponenten mit geringerer 
Ioneustarke, als fur die vorhergehende Bindung notwendig war, ohne alkoholische Komponente 
eingesetzt werden. 
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1 7. Verfahren nach Anspruch 1 , 

dadurch gekexuxeeichnet, dass ails Elutionspuffer Wasser oder Wasser mit Tris-HCl-Zusatz 
verwendet wird. 

18. Testkit zur Isolierung von DNA axis beliebigen Ausgangsmaterialien enthaltend 

eine wasserige LOsung* die monovalent? und multivalente* bevorzugt divalente, Kationen 
enthalt, 

eine feste Phase, bevorzugt als fester Bestandteil yon Zentrifligenrehrchen, 96 Well- oder 384 

Well Filtrationsplatten, * 

Wasch- und Elutionspuffer ohne Alkoholzusatz. 

19* Testkit nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass 
^^^^ie feste Phase Glasfaservliese> Glasmembranen, Siliciumtrager oder Aerosile sind. 

20. Testkit nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass 

als feste Pha$e lose Schfittungen, bevorzugt Si0 2J gefallte KieselsSure, pyrogens Kieselsaure 
oder magnetische Silicapaxtikel eingesetzt werden 
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Zusammenfassung ■. 

Die Erfibadung betrifft neuartige Foxmulierungen von Puffern zur Isolierung, Reinigung und 
Rttckgewinnung von lang- und kurzkettigen Nukleinsauren. 

Die Anwendungsgebiete des Verfehrens sind alle mit Nukleinsaure-IsoUerungen sich 
beschfiftigenden Laboratories wie forensische Medizin, I^bensmitteldiagnostik, medizinische 
Diagnostic Molekularbiologie, Biochemie, Gentechnik und alle aaderen angrenzenden Gebiete. 

Das erfindungsgemaBe Verfehren . ist dadurch gekennzeichnet, dass man die Nnkleinsaure 
entfcaltende Losung mit Zus&tzen so einstellt* .dass sie monovalente und multivalents Kationen 
sowie einen Alkohol u»d ggf. weitere Zusatze enthalt, sie danach mit der festen Phase in Kontakt 
bringt, den Trager anschlieBend ggf. wascht und die NukleinsSure von der festen Phase lest 



inonovalente Salzkomponente wird Ammoniumchlorid, Natriumchlorid und/odet 
Kaliunxchlorid verwendet. . Als multivalente Salzkomponente wird. Magnesiumchlorid, 
Calciumchlorid, Zinkchlorid und/oder Manganchlorid, verwendet. 

Eine besonders bevorzugte Variante ist der Einsatz gleicher molaxer Mengen von Natriumchlorid 
und Magnesiumchlorid 
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AbbUdungl: 

Aufreinigung dues Spefcttums an DNA-Fragmenten aus ftuier w&ssrigeu Losung . Vergleich. verschiedener 
Biixduiigspufier hinsichtiich der Bindungseffizicnz. 



Spurerx 1 und 2 ; Isolierte DNA Leiter untcr Verwendung des Puffers TH3 
(moaovalentes Kation ira vcrwendeten Salz) 

Spuren 3 und 4 : Isolierte DNA Leiter untcr Verwendu&g des Puffers TH2 
(djvalentes Kailon im verwendeten Salz) 

i 

Spuren 5 und 6 : Isolierte DNA Leiter unter Verwendung des Puffers TH1 

(Kombinacioix der beiden Salze; monovalentes und divalentos Kation) 



1 2 3 4 5 6 



, llillll 



mm 
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